J 



® 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 




@ Numero de publication : 0 349 428 B1 



FASCICULE DE BREVET EUROPEEN 



(45) Date de publication du fascicule du brevet : 
20.01.93 Bulletin 93/03 



©Int. CI. 5 : A61K 9/51 



21) Numero de dep6t : 89401856.3 



Date de depot : 28.06.89 



(g) Precede de preparation de systemes coiloidaux dispersibles d'une proline, sous forme de 
nanoparticules. 



(So) Priorite : 30.06.88 FR 8808871 



(33) Date de publication de la demande : 
03.01.90 Bulletin 90/01 



@ Mention de la,delivrance du brevet: 
20.01.93 Bulletin 93/03 



(Si) Etats contractants designes : 

AT BE CH DE ES FR GB GR IT U LU NL SE 



(56) Documents cites : 
EP-A- 0 274 961 
EP-A- 0 275 796 
DE-A- 1 542 261 
FR-A- 1 470 723 
US-A- 3 137 631 

PHARM. ACTA HELV., vol. 58, no. 7 9 1983, 
pages 196-209, Zurich, CH; J. KREUTER: 
"Evaluation of nanopartldes as drug-delivery- 
systems I: Preparation methods" 



CD 

00 

CO 



UJ 



(?3) Trtulaire : CENTRE NATIONAL DE LA 
RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS) 
15, Qual Anatole France 
F-75700 Paris Cedex 07 (FR) 



@ Inventeur : Stainmesse, Serge 

8 rue Spinoza 

F-94600 Choisy le Rol (FR) 
Inventeur : Fessl, Hatem 

9 rue Friant 
F-75007 Paris (FR) 

Inventeur : Devissaguet, Jean-Philippe 

14 Bd d'lnkermann 

F-92200 Neullly sur Seine (FR) 

Inventeur : Puisieux, Francis 

66 rue de Strasbourg 

F-94700 Maisons-Alfbrt (FR) 



(74) Mandataire : Varady, Peter et al 

Cabinet Lavolx 2, Place d'Estienne d'Orves 
F-75441 Paris Cedex 09 (FR) 



II est rappele que : Dans un delai de neuf mois a compter de la date de publication de la mention de la 
delivrance du brevet europeen toute personne peut faire opposition au brevet europeen delivre, aupres 
de I'Office europeen des brevets. L'opposition doit etre fbrmee par ecrit et motivee. Elle n'est reputee 
formee qu'apres paiement de la taxe d 'opposition (Art 99(1) Convention sur le brevet europeen). 



Jouve, 18, rue Saint-Denis, 75001 PARIS 



EP 0 349 428 B1 

Description 

La prtsente invention a pour objet un nouveau procedt de preparation de systemes colIoTdaux dispersibles 
d'une prottine sous forme de particules sphenques de type matriciel et de tailie inferieure & 500 nm (nano- 
5 particules). 

DE-A-1 542261 decrit un proctdt de preparation de microcapsules dont les parois sont constitues d'un po- 
lymers, par dispersion de la matiere a. encapsuier dans une solution d'un polymere coagulable pour I'effet de 
la chaieur. 

EP-A-0 275 796 a pour objet un precede de preparation de systemes colIoTdaux dispersibles d'une subs- 
10 tance, sous forme de particules sphtriques de type matriciel et de tailie inferieure a 500 nm. (nanoparticules), 
caracterise en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute essentiellement par une solution de la substance dans un sol- 
vant ou dans un melange de solvants, et pouvant ttre additionnte d'un ou de piusieurs surfactifs, 

(2) on prepare une seconde phase liquide constitute essentiellement par un non-solvant ou un melange 
15 de non-solvants de la substance et pouvant ttre additionnee d'un ou de piusieurs surfactifs, ie non-solvant 

ou !e melange de non-solvants de la substance ttant miscible en toutes proportions au solvant ou melange 
de solvants de la substance, 

(3) on ajoute sous agitation modtrte, I'une des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) & I'autre, de ma- 
nitre t obtenir pratiquement instantanement une suspension coiloTdale de nanoparticules de la substance, 

20 et 

(4) si Ton dtsire, on elimine tout ou par tie du solvant ou du melange de solvants de la substance et du 
non-solvant ou du melange de non-solvants de la substance, de maniere a obtenir une suspension colloh 
dale de concentration voulue en nanoparticules ou a obtenir une poudre de nanoparticules. 

La presents invention concerns une variante du procedt ci-dessus dans lequel, ladite substance est une 
25 proteine et eventuellement une substance biologiquement active, ledit solvant est I'eau ou un melange aqueux 
& une temperature inferieure a la temperature de coagulation de la proteine, ledit non-solvant de la substance 
est I'eau a une temperature sup6rieure a la temperature de coagulation de la proteine et peut eventuellement 
contenir une substance biologiquement active, et lesdites deux phases liquides (1) et (2) sont rassemblees 
dans des conditions de pH eloigne du point isoelectrique de la proteine. 
30 Ainsi, le present proctdt est caracttrist en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute essentiellement par une solution de la proteine et eventuelle- 
ment d'une substance biologiquement active dans I'eau ou dans une solution aqueuse a: une temperature 
inferieure & la temperature de coagulation de la proteine, et pouvant §tre additionnee d'un ou de piusieurs 
surfactifs, 

35 (2) on prtpare une seconde phase liquide constitute essentiellement parde I'eau ou d'une solution aqueu- 
se £ une temperature superieure a: la temperature de coagulation de la prottine, pouvant contenir une subs- 
tance biologiquement active et pouvant ttre additionnte d'un ou de piusieurs surfactifs, 

(3) on ajoute sous agitation modtrte, I'une des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) & i'autre dans 
des conditions de pH tioignt du point isoelectrique de la proteine, de manitre & obtenir pratiquement ins- 

40 tantanement une suspension coiloTdale de nanoparticules de la proteine et eventuellement de la substance 
biologiquement active, et 

(4) si Ton desire, on etimine tout ou partie de i'eau ou du melange aqueux, de manitre a obtenir une sus- 
pension coiloTdale de concentration voulue en nanoparticules ou a obtenir une poudre de nanoparticules. 
La proteine est notamment une proteine naturelle telle qu'une strumalbumine (par exemple la strumal- 

45 bumine humaine ou bovine) ou une tlastine (bovine, etc). La substance biologiquement active peut ttre un 
principe actif medicamenteux ou un prtcurseur mtdicamenteux, un reactif biologique ou un principe cosmeti- 
que. L'invention permet d'obtenir des nanoparticules de proteine seule (utilisabtes telies quelles) ou avec la 
substance biologiquement active. II est egalement possible et mtme souhaitable en cas d' instability thermique, 
de fixer la substance biologiquement active sur les nanoparticules de proteine deja formtes. 

so Le solvant de la phase (1) qui est I'eau ou une solution aqueuse (par exemple de I'eau acidcf ite ou basif i6e) 
se trouve notamment a une temperature allant de 0° & 50°C, par exemple environ a la temperature ambiante. 

Le non-solvant de la proteine dans la phase (2), qui est de I'eau ou une solution aqueuse (par exemple 
de I'eau acidifi6e ou basif ite) se trouve notamment a une temperature allant de 80° a 100°C (sous pression 
atmosphtrique), par exemple environ t la temptrature d'tbullition. 

55 Le pH du mtlange des phases (1) et (2) doit ttre tloignt du point isoltlectrique de la prottine af in d'eviter 
sa f loculation. Cette difference de pH souhaitable est de I'ordre de 2 & 3. Les prottinea natu relies ayant souvent 
un pH de I'ordre de 5 & 6, il est souhaitable que la solution finale ait un pH d'environ 3 ou d'environ 9. Acet 
effet, I'acide ou la base peut ttre ajoutt(e) indifftremment a la phase (1) ou (2). 



2 



EP 0 349 428 B1 

On entend par "agitation mod6r6e" una I6g6re agitation de 1 0 k 500 rpm, p. ex. environ 1 00 rpm, notamment 
par agitateur magnetique. 

La concentration de proteine dans la phase (1) peut varier de 0,1 k 10%, pr6f6rentiellement de 0,5 k 4%. 
Le rapport des volumes phase (1)/phase (2) peut varier de 0,1 k 1, pr6f6rentiellement de 0,2 k 0,6. 
5 Finalement, la solution colloTdale de nanoparticules peut etre k volonte concentr6e, sterilis6e, tamponn6e 
(par exemple au pH physiologique), lyophilis^e ou r6ticu!6e. 

L'invention permet d'obtenir des nanoparticules de proteine notamment de 150 k 300 nm. 
Les exemples suivants illustrent ^invention : 

10 Exemple 1 : Preparation de nanoparticules de serumalbumine humaine (SAH). 
Phase 1 

SAH 1.09 
i& Acide chlorhydrique N 0,3 g 

Eau demineralisee ou distillee 100,0 g 
a la temperature ambiante 
Phase 2 

20 

Eau demineralisee ou distillee portee a 
l'ebullition 180.0 g 

25 La phase 1 est ajout6e sous agitation magnetique k la phase 2. Le milieu devient imm6diatement opales- 
cent par formation de nanoparticules de SAH. La taille moyenne des nanoparticules, mesuree dans un dif- 
fractom&tre k rayon laser (Nanosizer R de chez Coultronics) est de 1 90 nm avec un indice moyen de dispersion 
de 0,5. 

La suspension peut etre concentree sous presslon r6duite au volume d6sir6, par exemple 100 cm 3 . 

30 

Exemple 2 : Preparation de nanoparticules de s6rumaibumine humaine stehles. 

On procdde comme dans I'exemple 1, puis la suspension est st6rilis6e k ['autoclave d 134°C pendant 15 
minutes. La taille moyenne des particules demeure pratiquement inchangee aprds sterilisation. 

Exemple 3 : Preparation de nanoparticules de s6rumalbumine humaine lyophilis6es. 

On proc^de comme dans I'exemple 2, puis la suspension sterile est lyophilis£e. 
L'addition d'un cryoprotecteur (maltose, trehalose... etc) n'est pas indispensable, mais favorise la remise 
40 en suspension du lyophilisat La taille moyenne des particules demeure inchang6e apr6s lyophilisation. 

Exemple 4 : Preparation de nanoparticules de serumalbumine humaine reticuiees. 

On procdde comme dans I'exemple 1, mais en ajoutant 0,06 g d'une solution aqueuse de glutaraldehyde 
45 k 25% (p/v) k la phase 1. La taille moyenne des particules demeure inchangee apr6s reticulation. 

Exemple 5 : Preparation de nanoparticules de serumalbumine bovine (SAB). 

On precede comme dans I'exemple 1 , en remplacant la SAH par de la SAB et en remplacant Tacide chlor- 
50 hydrique normal par la m&me quantite de soude 0,01 N. La taille moyenne des nanoparticules est de 1 50 nm 
avec un indice moyen de dispersion de 0,5. 

Les nanoparticules de SAB peuvent etre r6ticu!6es, st6rilis6es k I'autoclave et lyophilis6es comme celles 
de SAH. 

55 Exemple 6 : Preparation de nanoparticules d'eiastine. 

On precede comme dans I'exemple 1 mais en remplacant la SAH par de l'6lastine. La taille moyenne des 
nanoparticules est de 280 nm avec un indice moyen de dispersion de 1. 
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Les nanoparticules d'elastine peuvent etre reticulees, sterilisees a i'autodave et lyophilisees comma cellos 
de SAH. 

Example 7 : Adsorption d'un principe actif sur des nanoparticules proteiques. 

Aux nanoparticules preparees selon I'exemple 1 (SAH) ou selon I'exemple 5 (SAB) on ajoute des quant'rtes 
croissantes (de 0,25g a 2,50g) de salicylate de sodium. Le taux de fixation du salicylate de sodium sur les na- 
noparticules, mesure apres ultracentrifugation, est de 60% de la quantite mise en oeuvre, quelle que soit la 
quantite de principe actif ajoute. 

Exemple 8 : Preparation de nanoparticules en presence d'un principe actif. 

On procede selon I'exemple f (1g de SAH) ou selon I'exemple 5 (1g de SAB), mais en presence de 0,50g 
de salicylate de sodium dissous dans la phase 1. La taille moyenne des nanoparticules est de 200 nm avec 
15 un indice moyen de dispersion de 0,5. Le taux de fixation du salicylate de sodium sur les nanoparticules, me- 
sure apres ultracentrifugation, est de 60% de la quantite mise en oeuvre. 

Exemple 9 : Variante de I'exemple 8. 

20 On procede selon I'exemple 8, mais le salicylate de sodium est dissous dans la phase 2. Les nanoparticules 
obtenues ont les memes caracteristiques que celles de I'exemple 8. 

Exemple 10 : Preparation de nanoparticules proteiques de doxorubicine. 

25 Aux nanoparticules preparees selon I'exemple 1 (SAH) ou selon I'exemple 5 (SAB) on ajoute 50 mg de 
chlorhydrate de doxorubicine. Le taux de fixation de la doxorubicine sur les nanoparticules, mesure apres ul- 
tracentrifugation, est de 90% de la quantite mise en oeuvre. 



30 Revendicatlons 

1. Procede de pr6paration de systemes colloTdaux dispersibles d'une proteine sous forme de particules 
spheriques de type matriciel et de taille inferieure & 500 nm (nanoparticules), caractense en ce que : 

(1) on prepare une phase liquide constitute essentiellement par une solution de la proteine et even- 
tuellement d'une substance biologiquement active dans I'eau ou dans une solution aqueuse & une tem- 
perature inferieure & la temperature de coagulation de la proteine, et pouvant 6tre additionnee d'un ou 
de plusieurs surfaces, 

(2) on prepare une seconde phase liquide constitute essentiellement par de I'eau ou d'une solution 
aqueuse a. une temperature superieure d la temperature de coagulation de la proteine, pouvant contenir 
une substance biologiquement active et pouvant etre additionnee d'un ou de plusieurs surfactifs, 

(3) on ajoute sous agitation moderee, I'une des phases liquides obtenues sous (1) ou (2) & I'autre dans 
des conditions de pH eloigne du point isoelectrique de la proteine, de maniere d obtenir pratiquement 
instantanement une suspension colloTdale de nanoparticules de la proteine et eventuellement de la 
substance biologiquement active, et 

(4) si Ton desire, on elimine tout ou partie de I'eau ou du melange aqueux, de maniere & obtenir une 
suspension colloTdale de concentration voulue en nanoparticules ou & obtenir une poudre de nanopar- 
ticules. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la proteine est une serumalbumine. 

3. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la proteine est une elastine. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a. 3, caracterise en ce que la substance biologiquement active 
est un principe actif medicamen teux ou un precurseur medicamenteux, un reactif biologique ou un principe 
cosmetique. 

5. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 & 3, caracterise en ce que la substance biologique- 
ment active est f ixee sur les nanoparticules de proteine seule dejd formees dans I'etape (3). 
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6. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que I'eau ou la solution aqueu- 
se de la phase preparee en (1) est & une temperature de 0° d 50°C. 

7. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que I'eau ou la solution aqueu- 
5 se de la phase preparee en (2) est a une temperature de 80° a 1 00°C. 

8. Procede seton i'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce que le pH du melange des 
phases preparees en (1) et (2) est eioigne de 2 & 3 du point isoelectrique de la proteine. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterise en ce que la concentration de pro- 
10 teine dans la phase preparee en (1) est de 0,1 & 10%, preferentiellement de 0,5 a 4%. 

10. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 a. 9, caracterise en ce que le rapport des volumes 
phase preparee en (1)/phase preparee en (2) est de 0,1 a. 1, preferentiellement de 0,1 a 0,6. 

* 5 11. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 0, caracterise en ce que dans I'etape (4) la totalite 
de I'eau est elimlnee par iyophilisation. 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 £ 11, caracterise en ce que les nanoparticules ont 
une taiile d'environ 150 a 300 nm. 

20 



Patentanspruche 



1. Verfahren zur Herstellung von kolioidalen dispergierbaren Proteinsystemen, in der Form von spharischen 
25 Partikeln vom Typ einer Matrize und mit einer Gro&e, die kieiner als 500 nm (Nanopartikei) ist, 

dadurch gekennzeichnet, da& 

(1) eine flussige Phase bereitet wird, die im wesentlichen aus einer LSsung des Proteins und eventuell 
einer Substanz besteht, die in Wasser oder in einer wa&rigen LSsung bei einer Temperatur biologisch 
aktiv ist, die niedriger als die Koagulationstemperatur des Proteins ist, und zu der ein oder mehrere 

30 grenzf lachenaktive Stoffe zugefugt werden konnen, 

(2) eine zweite flussige Phase bereitet wird, die im wesentlichen aus Wasser oder einer wa&rigen LS- 
sung besteht bei einer Temperatur, die hoher als die Koagulationstemperatur des Proteins liegt, und 
eine Substanz enthalten kann, die biologisch aktiv ist, und zu der ein oder mehrere grenzf lachenaktive 
Stoffe zugefugt werden kSnnen, 

35 (3) unter mi&igem Ruhren eine der unter (1) oder (2) erreichten flussigen Phasen zu der anderen bei 

einem pH-Wert hinzuzufugen, der vom isoelektrischen Punkt des Proteins entfernt ist, um praktisch 
unmittelbar eine kolloidale Suspension von Protein- Nanopartikei n und eventuell der biologisch aktiven 
Substanz zu bekommen, und 

(4)fallsgew0nscht, das gesamteoder einen Teil des Wassers oder der wSRrigen LSsung eliminiertwird, 
40 um eine kolloidale Suspension gewunschter Konzentration von Nanopartikeln zu bekommen oder um 

ein Pulver von Nanopartikeln zu bekommen. 

2. Verfahren nach Auspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& das Protein ein Serumalbumin ist. 

^ 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& das Protein ein Elastin ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dad die biologisch aktive Substanz 
ein mediztnisch aktiverWirkstoff oder ein medikamentSserZwischenstoff, ein biologisches Reagensoder 
ein kosmetischer Wirkstoff ist 

50 5. Verfahren nach einem der Anspruche 1-3, dadurch gekennzeichnet, da& die biologisch aktive Substanz 
auf Nanopartikeln von einzelnen Proteinen f ixiert ist, die wihrend des Schrittes (3) schon gebildet werden. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1-5, dadurch gekennzeichnet, da& das Wasser oder die wa&rige 
LSsung der in (1) bereiteten Phase sich auf einer Temperatur von 0-50°C bef indet 

55 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dad das Wasser oder die wa&rige 
LSsung der in (2) bereiteten Phase sich auf einer Temperatur von 80-100°C bef indet. 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 1-7, dadurch gekennzeichnet, dafc der pH-Wert der Mischung der 
In (1) und (2) bereiteten Phasen 2 bis 3 vom isoeleklrischen Punkt de3 Proteins entfernt ist. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche, 1-8, dadurch gekennzeichnet, dad die Konzentration des Proteins 
in der in (1) bereiteten Phase 0,1-10%, vorzugswelse 0,5-4% betrSgt 

10. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-9, dadurch gekennzeichnet, da& das Volumenverhaitnis Phase 
bereitet in (1)/Phase bereitet in (2) 0,1-1, vorzugweise 0,1-0,6 betrSgt. 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-10, dadurch gekennzeichnet daft in Schritt (4) das gesamte Was- 
ser durch Lyophilisation eliminiert wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-11, dadurch gekennzeichnet, daft die Nanopartikel eine GroRe 
von etwa 1 50-300 nm aufweisen. 



Claims 

1. Process for the preparation of dispersible colloidal systems of a protein in the form of spherical particles 
of the matrix type and less than 500 nm in size (nanopartides), characterised in that: 

(1 ) a liquid phase consisting essentially of a solution of the protein and optionally of a biologically active 
substance in water or in an aqueous solution at a temperature below the coagulation temperature of 
the protein, and to which may be added one or more surfactants, is prepared, 

(2) a second liquid phase consisting essentially of water or of an aqueous solution at a temperature 
above the coagulation temperature of the protein, which may contain a biologically active substance 
and to which may be added one or more surfactants, is prepared, 

(3) one of the liquid phases obtained in (1) or (2) is added with moderate stirring to the other under con- 
ditions of pH far removed from the isoelectric point of the protein so as to obtain almost instantaneously 
a colloidal suspension of nanopartides of the protein and, where appropriate, of the biologically active 
substance, and 

(4) if desired ail or part of the water or aqueous mixture is removed so as to obtain a colloidal suspension 
of nanopartides of the desired concentration or to obtain a powder of nanopartides. 

2. Process according to Claim 1, characterised in that the protein is a serum albumin. 

3. Process according to Claim 1, characterised in that the protein is an elastin. 

4. Process according to one of Claims 1 to 3, characterised in that the biologically active substance is a med- 
icinal active principle or a medicinal precursor, a biological reagent or a cosmetic principle. 

5. Process according to any one of Claims 1 to 3, characterised in that the biologically active substance is 
bound to the nanopartides of the protein alone which are already formed in step (3). 

6. Process according to any one of Claims 1 to 5, characterised in that the water or aqueous solution of the 
phase prepared in (1) is at a temperature of 0° to 50°C. 

7. Process according to any one of Claims 1 to 6, characterised in that the water or aqueous solution of the 
phase prepared in (2) is at a temperature of 80° to 100°C. 

8. Process according to any one of Claims 1 to 7, characterised in that the pH of the mixture of the phases 
prepared in (1) and (2) differs by 2 to 3 units from the isoelectric point of the protein. 

9. Process according to any one of Claims 1 to 8, characterised in that the protein concentration in the phase 
prepared in (1) is from 0.1 to 10%, and preferably from 0.5 to 4%. 

10. Process according to any one of Claims 1 to 9, characterised in that the ratio of the volumes phase pre- 
pared in (1)/phase prepared in (2) is from 0.1 to 1, and preferably from 0.1 to 0.6. 

11. Process according to any one of Claims 1 to 10, characterised in that, in step (4), all of the water is removed 
by lyophilisation. 
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12. Process according to any one of Claims 1 to 1 1 , characterised in that the nanopar tides are about 1 50 to 
300 nm in size. 



5 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



7 



Process for preparing colloidal dispersive protein systems in the shape ofhanoparticles (E... Page 1 of 3 



THOMSON 

^ Til 








¥ 

DELPHI ON 


RESEARCH 


PRODUCTS 


INSIDE DELPHH 




My Account ) Products 


Search: Quic 


:k/Number Boolean Advanced Derwe. 



The Delphion Integrated View 



Get Now: ||] PDF | M o re ch oices ... . Tools: Annotate | Add to Work File: [Cr eate new Work File 



View: Expand Details | INPADOC | Jump to: ) T °P 



E] Goto: Derwent 



El Emai 



§Title: 

^Derwent Title: 

^Country: 
^Kind: 

§ Inventor: 

§ Assignee: 

f Published/ Filed: 

^Application 
Number: 
^IPC Code: 

f Priority Number: 

9 Abstract: 



111 

Mil. 






l_ 







# Attorney, Agent 
or Firm: 



EP0349428B1: Process for preparing colloidal dispersive protein sy 
the shape ofnanoparticles fGermanlFrenchl 

Colloidal protein suspensions prodn. - by mixing protein soln. with 

hot aq. medium fDerwent Record] 

EP European Patent Office (EPO) 
B1 Patent J (See also: EP0349428A1 ) 

Stainmesse, Serge; 
Fessi, Hatem; 

Devissaguet, Jean-Philippe; 
Puisieux, Francis; 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 
(CNRS) 

News. Profiles. S tocks and More about this com pany 
1993-01-20/1989-06-28 
EP1 989000401 856 

A61K9/51: 

1988-06-30 FR1 988000008871 

[From equivalent EP0349428A1 ] The process is characterised 
according to the invention in that: (1) a liquid phase consisting 
essentially of a solution of the protein and optionally of a biologically 
active substance in water or in an aqueous mixture is prepared at a 
temperature below the coagulation temperature of the protein, and 
to which one or more surfactants may be added, (2) a second liquid 
phase consisting essentially of water or an aqueous mixture is 
prepared at a temperature above the coagulation temperature of the 
protein, and which can contain a biologically active substance and 
to which one or more surfactants may be added, (3) one of the 
liquid phases obtained under (1) or (2) is added with moderate 
agitation to the other under pH conditions remote from the 
isoelectric point of the protein, so as to obtain virtually 
instantaneously a colloidal suspension of nanoparticles of the 
protein, and where appropriate, of the biologically active substance, 
and (4) if so desired, all or part of the water or of the aqueous 
mixture is removed so as to obtain a colloidal suspension having 
the desired concentration of nanoparticles or to obtain a powder of 
nanoparticles. Applications: biochemistry, pharmacy, medicine, 
cosmetics. 
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± Exemple 1 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine (SAH). 

± Exemple 2 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine steriles. 

+ Exemple 3 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine lyophilisees. 

± Exemple 4 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine humaine reticulees. 

± Exemple 5 : Preparation de nanoparticules de 

serumalbumine bovine (SAB). 

+ Exemple 6 : Preparation de nanoparticules d'elastine. 
t Exemple 7 : Adsorption d'un principe actif sur des 
nanoparticules proteiques. 

+ Exemple 8 : Preparation de nanoparticules en presence d'un 
principe actif. 

+ Exemple 9 : Variante de Texemple 8. 

+ Exemple 10 : Preparation de nanoparticules proteiques de 

doxorubicine. 

Show all claims 1 . Process for the preparation of dispersible 
colloidal systems of a protein in the form of spherical particles of the 
matrix type and less than 500 nm in size (nanoparticles), 
characterised in that: 



• (1 ) a liquid phase consisting essentially of a solution of the 
protein and optionally of a biologically active substance in 
water or in an aqueous solution at a temperature below the 
coagulation temperature of the protein, and to which may be 
added one or more surfactants, is prepared, 

• (2) a second liquid phase consisting essentially of water or of 
an aqueous solution at a temperature above the coagulation 
temperature of the protein, which may contain a biologically 
active substance and to which may be added one or more 
surfactants, is prepared, 

• (3) one of the liquid phases obtained in (1) or (2) is added 
with moderate stirring to the other under conditions of pH far 
removed from the isoelectric point of the protein so as to 
obtain almost instantaneously a colloidal suspension of 
nanoparticles of the protein and, where appropriate, of the 
biologically active substance, and 

• (4) if desired all or part of the water or aqueous mixture is 
removed so as to obtain a colloidal suspension of 
nanoparticles of the desired concentration or to obtain a 
powder of nanoparticles. 
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